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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (CS1C)
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA
SECCION DE VIRUS VEGETALES

ULTRAESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA
DEL ANTIGENO DE BOIVIN (ENDOTOXINA)

por

M. SANTAOLALLA y M.* Dotrores ESPLA

INTRODUCCION

Anteriormente, hemos estudiado (18-20) la ultraestructura y compo-
sicién quimica del lipopolisacarido de Erwinia carotovora y de Agrobac-
terium tumefaciens, formas normal y L fija, ambos microorganismos gram-
negativos y patdgenos de plantas.

El lipopolisacarido es un componente bésico de la endotoxina, que
como sabemos, es el complejo macromolecular formado por proteina-lipi-
do-lipopolisacérido; tratamos ahora de realizar un estudio comparativo
sobre la ultraestructura y composicién quimica de la endotoxina de los
tres microorganismos obtenida por el método de Boivin y Mesrobeanu (2-
3); y al mismo tiempo descubrir algunas posibles relaciones al comparar-
las con el lipopolisacérido.

La endotoxina es la causante de los efectos fisiologicos que se produ-
cen en los animales de experimentacién cuando son inoculados con bac-
terias muertas por el calor; su parte més conocida es la correspondiente al
lipopolisacarido, cuya estructura quimica puede considerarse casi total-
mente esclarecida en algunas especies de Salmonella y Escherichia coli.
Sin embargo, en cuanto a composicién quimica del lipopolisacirido de
microorganismos patégenos de plantas, los estudios sobre estructura qui-
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2 M. Santaolalla y M. Dolores Espld

mica del lipopolisacdrido son escasos, y respecto a estructura submicros-
cdpica del lipopolisacarido de estos microorganismos, solamente conocemos
los realizados por nosotros. Respecto a la ultraestructura y composicion
quimica de la endotoxina de Boivin de microorganismos patdgenos de
plantas no conocemos ninguno.

MATERIALES Y METODOS

Empleamos una estirpe de Erwinia carotovora (b, 312, E. Hellmers 904,
1952, Dinamarca), el 4grobacterium tumefaciens estirpe AT de la vid, y su
forma L fija obtenida por induccién con glicocola por los Drs. Rubio-
Huertos y Beltra (15).

Cultivamos los microorganismos en caldo comin, con agitacién a 28°-
30°C, durante 48 h. Separamos las células por centrifugacion, lavamos
con agua estéril varias veces y liofilizamos.

Extraccion de la endotoxina

Seguimos el método de Boivin y Mesrobeanu (2-3). Los microorga-
nismos se suspenden en agua destilada de forma que a 1 cm?® de suspensién
corresponda un peso de 200 mg de microorganismos. A la suspensién bac-
teriana se le adiciona su volumen de una solucién acuosa de acido triclo-
roacético 0,5 N, se agita enérgicamente la mezcla durante algunos
instantes y después se abandona durante 3 h en hielo. Se separan los
cuerpos microbianos del liquido tricloroacético por centrifugacion a gran
velocidad; se decanta el extracto tricloroacético, se filtra a través de un
papel de filtro y se centrifuga de nuevo para asegurarnos que no queda
ningin residuo.

Se neutraliza con hidréxido sédico hasta pH 7.

Si se formase un pequefio precipitado en la solucién neutralizada, se
separa por centrifugacién o filtracion.

Las células asi tratadas por el 4cido tricloroacético guardan su morfo-
logia aparente y su colorabilidad electiva a los métodos de Gram. El liqui-
do de extraccion tricloroacética esti coloreado de amarillo pélido y segiin
las bacterias utilizadas es limpido o méas o menos opalescente. La opales-
cencia se debe a la presencia del antigeno completo.
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Ultraestructura y composicion del antigeno de Boivin 3

Microscopia electronica

a) Tincién negativa. Se hizo por el método general con 4cido fosfo-
tingstico.

b) Sombreado con oro-paladio. Empleamos también las rejillas prepa-
radas con carbodn y la técnica corriente (20).

Las microfotografias electrénicas fueron hechas con el microscopio
Siemens Elmiskop I, del Servicio de Microscopia Electrénica, del Centro
de Investigaciones Bioldgicas.

Andlisis quimico
Determinacion del nitrégeno
Usamos el micrométodo de Kjeldahl.

Determinacion de carbohidratos totales

Seguimos el método de la antrona de Morris (11) modificado por Tre-
velyan y Harrison (22).

Con este método determinamos todos los azicares, tanto libres como
combinados, ya que el SO;H, es capaz de hidrolizar los carbohidratos
complejos.

Determinacion de lipidos

Hidrolizamos la endotoxina con 4cido acético al 2 %, a reflujo, du-
rante 1 h. El hidrolizado lo extraemos tres veces consecutivas con cloro-
formo-metanol (2:1, v), reunimos las capas cloroférmicas y evaporamos
el disolvente a baja presioén, pesando a continuacién el material lipidico
hasta peso constante.

Hidrdlisis de la endotoxina

1. Hidrélisis de aziicares. Empleamos SOH, 2N, a 100 °C, duran-
te 2 h. Neutralizamos con Ba(OH),, eliminando el precipitado de SO,Ba
por centrifugacién. Este precipitado se lava varias veces con agua desti-
lada, recogiendo conjuntamente las aguas de lavado con el primer liquido
obtenido. Esta solucién acuosa se concentra a volumen reducido.

2. Hidrdlisis de la proteina. La efectuamos con CIH 6N, a 115 °C,
durante 16 h. Eliminamos el CIH por evaporaciones a presién reducida
en un desecador de vacio, en presencia de perlas de NaOH.
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Andlisis cromatogrdfico

1. Cromatografia sobre capa fina. Para investigar azicares, emplea-
mos el método de Lato y colaboradores (7), usando como disolvente:
butanol-n-acetato de etilo-isopropanol-acido acético-agua (35:100:60:35:
30); como revelador: 20 mg de naftoresorcinol, 10 cm® de etanol y 0,2
cm® de SOH, concentrado.

2. Cromatografia sobre papel. Usamos papel whatman ndm. 1 y cro-
matografia descendente.

a) Andlisis de monosacaridos. El disolvente empleado es: butanol-n,
40; acido acético, 10, y agua, hasta saturacién. Los reveladores fueron
plata alcalina, segin Trevelyan y colaboradores (22), y ninhidrina, se-
gin Cramer (4).

b) Anilisis de aminoécidos. El disolvente usado fue: butanol-n, 40;
etanol, 10; 4cido acético, 10, y agua, 20. Revelador: ninhidrina al 0,1 %
en alcohol isopropilico, o isatina, al 0,2 % en acetona.

RESULTADOS

Microscopia electrénica

Las figuras 1-2 muestran distintas preparaciones de la endotoxina de
la Erwinia carotovora, obtenidas por el método del sombreado; en ellas
aparecen estructuras en forma de bastoncillos perfectamente definidos, y
esferillas. La figura 3 corresponde a una preparacion de la misma endo-
toxina obtenida por tincién negativa, y en ella se aprecian formas irregu-
lares, cerradas, de contorno curvo, que parecen englobar una sustancia
granular.

Las figuras 4-5 corresponden a preparaciones de la endotoxina del
Agrobacterium tumefaciens, forma normal, obtenidas por el método del
sombreado con oro-paladio; ambas fueron tomadas bajo el mismo aumen-
to. En la figura 4 aparecen las estructuras en forma de esferitas, y en la
figura 5 se observan formas filamentosas mas o menos sinuosas.

Las figuras 6-7 corresponden a la endotoxina de la forma L del Agro-
bacterium tumefaciens. La figura 6, obtenida por el método de sombreado
con oro-paladio, muestra las estructuras tipicas de la endotoxina en forma
de esferitas y bastoncillos. La figura 7 representa la misma endotoxina
en una preparacién obtenida mediante tincion negativa, y en ella aparecen
estructuras subredondeadas.
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Figura 1. Endotoxina de E. carotovora; sombreado con oro-paladio. X 40.000
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Figura 2, Endotoxina de E. carotovora; sombreado con oro-paladio. X 80.000
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Figura 6. Endotoxina de A. tumefaciens, forma L; sombreado con oro-paladio. X 40.000
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Andlisis quimico

La endotoxina de los tres microorganismos estudiados, obtenida por
el método indicado y liofilizada, representa los porcentajes expresados en

el cuadro 1.
Cuadro 1
Células Endotoxina .
Microorganismo liofilizadas obtenida End%jboxma
g g

E. carotovora 1,5 0,060 4,00
A. tumefaciens 4,5 0,157 3,40
A. tumefaciens,
forma L 5,7 0,072 1,25

Se aprecia que el porcentaje de la endotoxina de la forma L del Agro-
bacterium tumefaciens es considerablemente menor.

En el cuadro 2 consignamos los valores de nitrégeno, azicares tota-
les y monosacéridos identificados de la endotoxina de estos tres microor-

ganismos.

Cuadro 2

Microorganismo

Azicares totales
(método
de la antrona)

Monosacaridos

E. carotovora 5,1%

A. tumefaciens 32 %

At iens,
umefaciens 3.15 %
forma L

20 %

41,7 %

40,3 %

Galactosamina
Galactosa
Glucosa
Ramnosa
Inidentificado (a)

Glucosamina
Galactosa
Glucosa
Inidentificado (b)
Xilosa

Fucosa

Ramnosa

Glucosamina
Galactosa
Glucosa
Xilosa
Fucosa
Ramnosa

a) Rf respecto a la glucosa, 2,06; b) idem, 1,19,

13
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En la hidrélisis de la proteina contenida en la endotoxina de estos
microorganismos, encontramos los aminoédcidos indicados en el cuadro 3,
donde el nimero de cruces estd en relacién con la proporcién en que se
encuentran; los puntos indican la minima cantidad (indicios).

La treonina no aparece en la endotoxina de la Erwinia carotovora;
el resto de los aminoédcidos que indicamos se encuentran en ambas en-
dotoxinas, donde solamente se aprecian diferencias cuantitativas.

Cuadro 3
Aminoécido E. carotovora | A. tumefaciens jofg’lz‘ efI:‘z c;iei}s

Acido diaminopimélico + ® +
Ornitina +4 . ++
Lisina ++ + +
Arginina + 4+ ++ +
Acido aspirtico + 4 ++ ++
Glicina +++ +++ +++
Acido glutimico +4+ ++ ++
Treonina — ® +
Alanina ++ ++ ++
Prolina + ++ ++
Tirosina + + +
Valina ++ + ++
Fenil-alanina + + C+
Leucina + 4 + + 4

Los porcentajes de lipidos obtenidos de las endotoxinas después de
una hidrélisis 4cida suave, como indicamos en la parte correspondiente
a materiales y métodos, se indican en el cuadro 4.

Cuadro 4
Microorganismos qu;'dos
(4
E. carotovora 17,2
A. tumefaciens 14,4
A. tumefaciens, forma L 31,6

14
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DISCUSION

En cuanto a la estructura submicroscépica de la endotoxina extraida
de los tres microorganismos estudiados en el presente trabajo, los resul-
tados encontrados son bastante similares.

Las endotoxinas de la Erwinia carotovora y de la forma L del Agro-
bacterium tumefaciens aparecen al ser observadas al microscopio electr6-
nico en preparaciones sombreadas con oro-paladio en forma de baston-
cillos y esferillas (formas esféricas mezcladas con otras en forma de ba-
rras més o menos largas); los bastoncillos tal vez estén formados por una
orientacién lineal de los cuerpos esféricos.

En la endotoxina de la forma bacilar del Agrobacterium tumefaciens,
las estructuras en forma de barras rectilineas no fueron encontradas, aun-
que s{ unas particulas alargadas con forma mas o menos sinuosa mez-
cladas con las estructuras en formas esféricas (véanse figuras).

En el afio 1966, Beer y colaboradores (1), estudiando con el micros-
copio electrénico la estructura de la endotoxina de Escherichia coli 0: 113,
obtenida por el método de Boivin, demuestran que estd compuesta prin-
cipalmente de dos clases de particulas de distinto tamafio, a cada una de
las cuales corresponde distinta actividad biol6gica; el componente de bajo
peso molecular virtualmente no era téxico, mientras que el de alto peso
molecular presentaba gran toxicidad.

También Marsh y Walker (8), en el mismo afio, estudian la estructura
submicroscépica de la endotoxina libre de Escherichia coli 0 78K 80. Los
autores aislan del fluido supernadante del cultivo del microorganismo dis-
tintas fracciones que examinan por medio de tincién negativa con acido
fosfotingstico; la que denominaron “endotoxina libre” contenia gran can-
tidad de particulas en forma de bastoncillos iguales, que fueron conside-
rados como la endotoxina nativa, no degradada, y formada por el complejo
proteina-lipopolisacdrido; la extraccién con fenol-agua de estas particulas
o del total de los microorganismos, daba origen, seglin los autores, a la
agregacién del complejo, dando lugar a la interlineacién del mismo, por
lo que aparece en forma de cadenas iguales. Estas mismas formas de bas-
toncillos y cadenas fueron también observadas en preparaciones de endo-
toxina obtenidas por extraccién de los microorganismos con éter acuoso.

También Rogers y colaboradores (14) estudian por microscopia elec-
trénica un complejo proteina-lipopolisacirido extraido de las paredes de

15



16 M. Santaolalla y M.% Dolores Espld

Pseudomonas aeruginosa, y encuentran que estd formado de esferillas y
bastoncillos, e indican que éstos son originados por las esferillas coloca-
das en posicion lineal.

Estas estructuras submicroscépicas, encontradas por los investigado-
res mencionados en las endotoxinas de microorganismos gram-negativos
y patégenos del hombre y animales superiores, son semejantes a la en-
contrada por nosotros en los tres microorganismos estudiados gram-nega-
tivos y patdgenos de plantas.

Respecto a los porcentajes de endotoxina extraida de los tres microor-
ganismos, la mayor proporcién, un 4 % referido a peso seco, correspon-
de a Erwinia carotovora; un 3,4 % a la forma normal de Agrobacterium
tumefaciens y un 1,25 % a la forma L fija de 4. tumefaciens. Este menor
porcentaje de endotoxina hallado en la forma L fija de A. tumefaciens,
forma L estable, que como sabemos da origen a tumores en las plantas,
no diferenciables estructuralmente de aquellos originados por la forma
normal, pudiera estar relacionado con el mayor tiempo que necesita este
microorganismo para producir los tumores, y también con el menor ta-
mafio que presentan éstos, segin los trabajos de Tejerina y colaborado-
res (21).

Kaijser y colaboradores (5) demostraron por diversas técnicas de in-
munodifusién, inmunoelectroforesis y hemaglutinacién pasiva, que las for-
mas L de Escherichia coli, obtenidas por induccién con penicilina, conte-
nian, por lo menos, cuatro antigenos comunes con la forma normal, y
también poseian antigeno 0; aunque todos en menor proporcion que la
forma normal de que procedian. Minck y Kirn (10) sefialaron que las
formas L de Proteus P 18, actuaban como antigenos méis débiles que las
formas normales.

Observando el cuadro 2, vemos que los porcentajes de nitrogeno de
las endotoxinas de ambas formas de Agrobacterium tumefaciens son prac-
ticamente iguales, 3,2 y 3,15 %, respectivamente, para las endotoxinas
de la forma normal y L. La endotoxina de Erwinia carotovora contiene
mayor proporcién de nitrégeno, un 5,1 % este resultado concuerda con
su menor proporcién de azdcares totales determinados por el método de
la antrona, que en esta endotoxina correspondié al 20 %, mientras que
en los otros dos microorganismos con menor porcentaje de nitrégeno, los
valores de aziicares totales encontrados por el mismo método fueron 41,7
y 40,3 % (cuadro 2).

16
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En cuanto a monosacéridos identificados después de la hidrélisis 4ci-
da, encontramos en la endotoxina de Erwinia carotovora galactosamina,
galactosa, glucosa y ramnosa, y un monosacarido no identificado con un
Rfg de 2,06. En la endotoxina de ambas formas de Agrobacterium tume-
faciens encontramos glucosamina, galactosa, glucosa, xilosa, fucosa y ram-
nosa; ademds, en la forma normal de A. tumefaciens aparece una mancha
con un Rfg de 1,19 no identificada. Estos resultados coinciden sensible-
mente con los obtenidos por uno de nosotros (18-19) en estudios sobre
el lipopolisacérido de la forma normal y L fija de A. tumefaciens.

Entre los aminoécidos encontrados en la parte proteica de la endo-
toxina, en los tres microorganismos encontramos mayor proporcion de
glicina, acido aspértico, icido glutdmico y alanina, resultados concordan-
tes con los encontrados por Rogers (13) en el afio 1971 estudiando el
complejo proteina-lipopolisacirido de Escherichia coli A. Nosotros en-
contramos también entre los aminodcidos el 4cido diaminopimélico, que
como sabemos es tipico de la pared celular de estos microorganismos,
aunque en la forma normal de Agrobacterium tumefaciens sdlo pudimos
caracterizar indicios (cuadro 3).

Wober y Alaupovic (24), en el afio 1971, estudiaron la parte proteica
de la endotoxina de Serratia marcescens y Escherichia coli y encontraron
en ellas ciertas propiedades inmunolégicas similares por poseer un anti-
geno comin determinante.

Los porcentajes de lipidos totales de ambos microorganismos (cua-
dro 4), coinciden con los hallados anteriormente por uno de nosotros (16-
17); el mayor contenido que encontramos en la forma L se debe, como
ya seflalamos, a que inicialmente, empleando el método clasico de extrac-
cién con cloroformo-metanol (2:1), se extrae una lipoproteina compleja;
idénticos resultados han obtenido otros investigadores (6 y 12).

RESUMEN

Estudiamos la estructura submicroscépica de la endotoxina extraida
por el método de Boivin de Erwinia carotovora y formas normal y L fija
de Agrobacterium tumefaciens. La correspondiente a E. carotovora apa-
rece en forma de barras y esferas, semejante a la encontrada en la forma
L fija de A. tumefaciens. La estructura de la endotoxina de 4. tumefa-

17
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ciens, forma normal, la observamos en forma de esferas y filamentos mas
0 menos sinuosos.

También estudiamos la composicién quimica de las tres endotoxinas.
Sefialamos el menor porcentaje de endotoxina obtenido de la forma L de
Agrobacterium tumefaciens, menos de la mitad que el de la forma nor-
mal. Las diferencias de estas dos endotoxinas en cuanto a azficares y ami-
nodcidos son principalmente cuantitativas, pero en cuanto a contenido en
lipidos éstas son mds significativas. La composicién quimica de la endo-
toxina de Erwinia carotovora se compara con estas otras.

SUMMARY

Ultrastructure and chemical composition of the Boivin endotoxin

Endotoxins from Erwinia carotovora and normal Agrobacterium tume-
faciens and fixed L form of A. tumefaciens were obtained by the Boivin
method. Observations of these endotoxins on the electron microscope by
negative staining and shadow-casting showed that the endotoxin of E.
carotovora and L form of A. tumefaciens were morphologically alike they
are forming short straight rods and spherical bodies, whereas the endotoxin
from the normal form of A. tumefaciens consisted of spherical bodies and
flexuous longer filaments.

The percentage of endotoxin obtained from the L form was 1.25 %,
the normal form was 3.4 and Erwinia carotovora 4 %.

Chemical analysis of the three endotoxins showed quantitative and
qualitative differences in sugars, amino acids and lipids.
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INTRODUCCION

Entre las sustancias quimicas mas empleadas en la conservacion de
materiales putrescibles, el pentaclorofenol es la mas frecuentemente utili-
zada. Su toxicidad contra bacterias, hongos, algas, moluscos, hierbas, etc.,
hace de ella el conservador predilecto de muchos productos de consumo.
Se usa, en combinacién con creosota, como un conservador de larga du-
racién (5).

Se han descrito numerosos casos de intoxicaciones en el hombre y
estd bien demostrado que el pentaclorofenol y su compuesto sédico afec-
tan al hombre cuando son introducidos en el tubo digestivo, absorbidos
por la piel o inhalados (10). También se han demostrado casos de mor-
tandad debidos a contaminacién del agua con el pentaclorofenol o su deri-
vado sddico (1); si bien Viniegra y colaboradores (13) subrayan que la
literatura no indica plenamente la gravedad de las intoxicaciones debidas
al pentaclorofenol. Weinbach (14) atribuye la toxicidad universal del
pentaclorofenol al hecho de que impide la fosforilacién oxidante, blo-
queando la transformacion del ADP en ATP. Andlogos resultados fueron
obtenidos por Fujita y colaboradores (3), quienes, ademds, observaron
que un exceso de fosforo inorganico disminuye el efecto del pentacloro-
fenol sobre el Micrococcus lisodeikticus.

Microbiol. Espaii., 26 {1973), 21. 1
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En los Estados Unidos de América del Norte el pentaclorofenol se ha
empleado desde el afio 1900 en cantidades de cientos de toneladas anuales.
Su uso para proteger materiales por periodos prolongados indica que este
compuesto no se destruye facilmente en la naturaleza, presentando un serio
problema para el investigador dedicado al estudio de la “ecologia bio-
quimica”. Ante esto nos preguntamos: ;cudl es el mecanismo de elimi-
nacion de estas grandes cantidades de pentaclorofenol afiadidas a los
suelos y a las aguas durante estos 73 afios?

Se inici6 esta investigacién con el fin de encontrar microorganismos
teldricos que fuesen capaces de transformar el pentaclorofenol en una
forma més simple y menos t6xica. Los resultados fueron negativos en
este sentido. Durante este trabajo se pudieron aislar dos especies de bac-
terias con capacidad de resistir a elevadas concentraciones de pentacloro-
fenato sddico, hecho que no ha sido descrito hasta ahora.

MATERIALES Y METODOS

a) Suelos

Se examinaron 50 muestras de suelos diferentes expuestos a creosota
donde se suponia que pudiese haber microorganismos resistentes al penta-
clorofenol. Se obtuvieron 9 de estas muestras de una planta industrial
preparadora de postes utilizados en las lineas eléctricas y telefonicas,
10 de suelos adyacentes a las vias del ferrocarril, y 31 de suelos adya-
centes a los postes antes citados en su emplazamiento definitivo.

Todos los suelos empleados dieron recuentos de bacterias mayores
de 10°/g de suelo himedo.

Las muestras fueron obtenidas y preparadas segun técnicas ya des-
critas (11-12).

b) Cultivos
1) Medios de cultivo

Medio sintético: expresado en g/l; NH,NO,, 2,0; Na,HPO,, 0,21;
K,HPO,, 0,21; KH,PO,, 0,09; MgSO, - 7TH,0, 0,2; KCl, 0,04; CaCl,,
0,015; CaSO, - 5H,0, 0,005, y FeSO, - 7H,0, 0,001, a pH 7,5. Se empled
en forma liquida o con 20 g/1 de agar (Difco) en placas de Petri. A este
medio se le afiadié pentaclorofenol o pentaclorofenato sédico como fuente

2
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de carbono; como cultivo testigo se empleé glucosa (10 g/1) en lugar del
pentaclorofenol.

2) Cultivos anaerobios

a) Aproximadamente 0,5 g de cada muestra de suelo se colocaron en
frascos con tap6n de vidrio de 32 ml. A éstos se les afiadié suficiente medio
sintético liquido saturado con pantaclorofenol (8 mg/l) para asegurarse
que al tapar no queda aire en el frasco.

b) De la misma manera se prepard otra serie de cultivos en los que
se utilizé el pentaclorofenato sédico (50 mg/1) en lugar de pentaclorofenol.

Estos se incubaron a temperatura ambiente (22°-26 °C) en cidmara
oscura para evitar la fotodescomposicién del pentaclorofenol, asi como
de su compuesto de sodio (6).

3) Cultivos aerobios

De forma similar se inocularon las muestras de suelos en 32 ml de
los medios descritos anteriormente en matraces de 250 ml, para dar lugar
a amplia aireacién. Se incubaron bajo las mismas condiciones que los
cultivos anaerobios.

4) Resistencia al pentaclorofenol

Dos medios nutritivos completos se formularon para estudiar la re-
sistencia de la flora microbiana de los suelos al pentaclorofenato. Uno de
éstos se prepar6 afiadiendo 5 g de extracto de levadura (Difco) y 5 g de
glucosa a 1 1 del medio sintético. El segundo medio se preparé con 8 g
de caldo nutritivo en polvo (Difco) y 5 g de glucosa/1 de medio sin-
tético. A ambos medios se les agregd el pentaclorofenato sédico hasta dar
una concentracién de 50 mg/1 y se inocularon con las muestras de los
50 suelos.

¢) Criterio de crecimiento

Los 200 cultivos en los que el pentaclorofenol o su derivado sddico se
usaron como fuentes de carbono, se examinaron diariamente durante
30 dias. El crecimiento se aprecié por la aparicién de turbidez en los cul-
tivos de enriquecimiento primario y se comprobd por observacién micros-
copica y resiembra en medio fresco.
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d) Criterio de resistencia

La resistencia de las especies aisladas en cultivo puro al pentacloro-
fenato fue medida por turbidimetria en un klett-summerson y por recuento
de gérmenes en placas de Petri, usando el medio en el que se aisl6 €l orga-
nismo, pero sin pentaclorofenol.

e) Identificacion provisional de las especies aisladas

Se usaron para esta identificacion las técnicas y criterios ya estable-
cidos (2, 9 y 11-12).

f) Valoracion del pentaclorofenol

El pentaclorofenato de sodio se valoré siguiendo la técnica de Has-
kins (4).

RESULTADOS

1. De los 50 cultivos anaerobios en los que el pentaclorofenol era em-
pleado como fuente de carbono, sélo 5 dieron sefiales de crecimiento,
mientras que empleando pentaclorofenato, 12 de ellos dieron crecimiento
primario. Un examen microscopico mostré en todos un crecimiento muy
escaso y en ningin caso se pudo observar crecimiento en las resiembras
de éstos. En todos los testigos conteniendo glucosa en lugar del inhibidor
se obtuvo abundante crecimiento.

2. De los 50 cultivos aerobios en que el pentaclorofenol se usé6 como
fuente de carbono, 5 dieron indicacién de crecimiento. De éstos se obtu-
vieron cultivos secundarios, pero al intentar obtener subcultivos a partir
de éstos, los resultados fueron negativos. Cuando se utiliz6 el pentacloro-
fenato en la misma clase de experimentos se obtuvo un crecimiento abun-
dante en 12 cultivos, pero al resembrarlos ninguno result6 positivo.” Todos
los testigos crecieron abundantemente.

3. En los experimentos en que se cultivaron los 50 suelos en los
medios con extracto de levadura y caldo nutritivo con 50 mg/1 de pento-
clorofenato, se aislaron 17 cepas bacterianas. El aislamiento se hizo de
manera clédsica; por ejemplo, el crecimiento del cultivo primario se re-
sembré en medio fresco y esto se repitié 3-4 veces, termindndose el ais-
lamiento en placas de Petri; 7 de las cepas aisladas parecen ser de la
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misma especie, aunque los suelos fueron de diferente origen. En las otras
5 se pudieron demostrar 2 cepas diferentes de bacterias en cada cultivo,
5 fueron idénticas a las ya mencionadas, y las otras, de género diferente.
Estas también se pudieron resembrar en placas de agar comin sin penta-
clorofenol, siendo los resultados iguales.

4. Del crecimiento obtenido en los 17 cultivos sélo se pudieron aislar
2 especies diferentes. Una de ellas forma colonias amarillas en agar comin,
y la otra, colonias blancas. De los 17 cultivos, 9 fueron de cepas de co-
lonias amarillas y 8 de colonias blancas. Estas se clasificaron provisional-
mente en los géneros Flavobacterium y Enterobacter, respectivamente, y
se designaron como cepas idénticas con respecto a sus caracteristicas fisio-
l6gicas.

5. Los resultados presentados en el cuadro I muestran la capacidad
de las 2 especies aisladas de crecer en presencia de pentaclorofenato so-
dico. Aunque éstos varian ligeramente en cada experimento, en todos los
casos en el medio de cultivo con extracto de levadura se obtuvo mejor
crecimiento que en el que contiene caldo comun.

Cuadro 1. Limite de resistencia en medios que contienen pentaclorofenato

sodico
Unidades de turbidez klett-summerson
a las 72 h de incubacién
Flavobacterium Enterobacter
Concentracién -
en mg/l Medio Medio
Caldo suplementado Caldo suplementado
. e con .. con
nutritivo extracto nutntivo extracto
de levadura de levadura
0 56 55 32 100
40 22 44 20 38
80 23 38 22 42
120 20 39 18 44
160 22 43 24 70
180 0 16 0 34
200 0 0 0 0




26 R. Vela-Muizquiz y Patricia Kasper

6. Las figuras 1-2 muestran el efecto de varias concentraciones de
pentaclorofenato sobre €l crecimiento de estas 2 especies. Es obvio que
este compuesto afecta al crecimiento segun la concentracion empleada.

u
Klett
150
0
1007 20
40
507 80
1 T i 1
16 32 48 64 h

Figura 1. Crecimiento del organismo de la colonia blanca en el medio
- con extracto de levadura, con varias concentraciones del pentaclorofenato
sédico (mg/l)

7. El efecto del pentaclorofenato parece ser debido a la presencia de
éste en su forma original, es decir, sin ser degradado, ya que no ha sido
asimilado por las bacterias. Usando en 28 cultivos las 18 cepas resistentes
a 50 mg/]l, no se pudo observar ninguna reduccién en la cantidad de
este compuesto durante 14 dias de cultivo, aunque el crecimiento fue
abundante.

DISCUSION

No se conoce el mecanismo por el cual el pentaclorofenol o el penta-
clorofenato desaparecen de las aguas naturales y del suelo. Las conclusio-
nes de varios autores no estdn de acuerdo. Saito y colaboradores (8) obser-
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Klett
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Figura 2. Crecimiento del organismo de la colonia emarilla en el medio
con extracto de levadura, con varias concentraciones del pentaclorofenato
sédico (mg/l)

varon que el agua de plantaciones de arroz a la cual se habia afiadido
0,3 kg/acre, contenia s6lo 0,5 mg/1 al dia siguiente. En cambio, Okubo (7)
describié extensas incidencias letales de peces en el mar Ariaka, que
atribuyd al pentaclorofenol usado en plantas agricolas situadas en las
costas de la isla Kuysha (Japdn). El trabajo de Munakata y Kuwahara (6)
indica que en el agua y en el suelo estos compuestos son fotodegradados
a otras formas de taxicidad comparables a la del pentaclorofenol. Exami-
nando la literatura (1), es evidente que no se le ha dado suficiente
importancia al problema que resulta del uso del pentaclorofenol. Es obvia
la necesidad de infarmacién acerca del efecto de estas sustancias sobre
seres vivos en contacto con el agua o el suelo, incluyendo al hombre.

En la primera serie de cultivos se esperaba conseguir microorganismos
anaerobios resistentes al pentaclorofenol, puesto que éstos no dependen
de la fosforilacién oxidante para obtener energia en su mayor grado (14).
Los cultivos testigos en este estudio indicaron que los suelos empleados
contenian una flora anaerobia normal, y en consecuencia se puede afir-
mar que ninguno de los microorganismos que constituyen esta flora pue-
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den utilizar el pentaclorofenol o su derivado sédico como fuente de
carbono. Tampoco se pudo aislar ninguna bacteria anaerobia que pudiese
sobrevivir en contacto con pentaclorofenol o su compuesto de sodio en
¢l medio de cultivo empleado.

Los resultados obtenidos en cultivos aerobios, empleando el medio
sintético con pentaclorofenol o pentaclorofenato, indican que la flora aero-
bia de los suelos empleados, aunque especialmente seleccionados, no con-
tiene organismos capaces de utilizar estos compuestos como fuente de
carbono. Ambos resultados indican, ademds, que el pentaclorofenol o el
pentaclorofenato inactivan la flora del suelo en concentraciones de
8 y 50 mg/1, respectivamente. En este caso, si se quiere especular sobre
que los microorganismos del suelo consumen o destruyen estos compues-
tos, se tendria que decir que esto sblo sucede si las cantidades son me-
nores de las que hemos empleado. Los experimentos que indicaron que
las 2 especies de bacterias resistentes al pentaclorofenato no consumian
ni modificaban este compuesto nos conducen a la misma conclusién. Otros
mecanismos por medio de los cuales estos compuestos podrian ser elimi-
nados tendrian que basarse en transformaciones fisicoquimicas.

Interesante fue el haber aislado 2 especies diferentes de bacterias
resistentes a concentraciones del compuesto, que son téxicas para el resto
de la flora microbiana en los suelos examinados. Una o ambas especies
de bacterias fueron aisladas de suelos de diferentes localidades.
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RESUMEN

La flora microbiana de suelos fértiles es incapaz de utilizar el penta-
clorofenol o el pentaclorofenato sédico como fuente de carbono. El penta-
clorofenol inhibe completamente el crecimiento de las especies microbia-
nas de estos suelos en caldo nutritivo o en medio suplementado con extrac-
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to de levadura. De las poblaciones microbianas teltricas examinadas s6lo se
aislaron 2 especies de bacterias resistentes al pentaclorofenato sédico. Sin
embargo, no se pudo demostrar que éstas degradasen esta sustancia. Se
concluye que la poblacion microbiana del suelo estudiada no desempefia
un papel primordial en la degradacién del pentaclorofenol o del penta-
clorofenato sédico.

SUMMARY

Effect of pentachlorophenol on the microbial flora of selected soils

The microbial flora of fertile soils is incapable of utilizing pentachlo-
rophenol (PCP) or its sodium derivative (Na-PCP) as a sole source of
carbon. When these substances were added to nutrient broth or soil cultures
with yeast extract, the growth of soil bacteria, fungi, actinomycetes, etc.
was completely inhibited by the concentrations used. Two cultures of
bacteria were isolated which were capable of growing in the presence of
PCP and Na-PCP but they did not degrade these compounds.

From the data presented, it appears that the soil microflora do not
play an important role in the degradation of PCP or Na-PCP.
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INTRODUCCION

El empleo de microorganismos del suelo como fertilizantes de plantas
cultivadas es una préctica muy extendida en diversos paises, sobre todo
del Este de Europa. Fundamentalmente, destaca la inoculacion de suelos
o semillas con microorganismos movilizadores de fésforo y fijadores de
nitrégeno atmosférico.

En la bisqueda de una posible aplicacién en Espafia de los fertilizan-
tes microbianos, se realizan en nuestro Departamento de Microbiologia
una serie de trabajos cientificos en esta linea de investigacion, entre los
cuales, el presente se refiere a la inoculacién conjunta de 2 microorga-
nismos movilizadores de fésforo y otro fijador simbidtico de nitrégeno,
Rhizobium concretamente. Las experiencias se realizaron con un peculiar
tipo de cultivo de judia: “cultivos enarenados de hortalizas extratempra-
nas”. Dicho sistema de cultivo ha sido descrito en diversos trabajos, como
el de Rueda y Rueda (11).

Podrfa ser citada una extensisima bibliografia sobre la fisiologia y acti-
vidad biolégica de los microorganismos del suelo que participan en el ciclo
del elemento mineral fosforo y sobre la fijacién de nitrégeno por Rhizo-
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bium en simbiosis con las leguminosas, asi como sobre el empleo de los
citados microorganismos fertilizantes. Dichos estudios han sido reciente-
mente revisados por Azcén (1), que los relaciona con el sistema de “ena-
renados” (cultivos arena-materia organica).

Aunque el éxito de una fertilizacién con microorganismos selecciona-
dos con criterios cientificos debe ser estudiado en el rendimiento de las
cosechas (frutos), en trabajos de invernadero se considera que el ana-
lisis de las plantas al iniciarse el periodo fisiolgico de floracién puede
ser indice de un efecto beneficioso para el vegetal. Ello permitiria deter-
minar més rdpidamente la calidad de las razas microbianas inoculadas.
Muchos autores han estudiado los efectos de la fertilizacién microbiana
sobre el crecimiento vegetal, antes de que la planta alcance el estado de
fructificaciéon. Concretamente, Menkina (6) cita que las fosfobacterias fa-
vorecen el crecimiento vegetativo de las plantas. Igualmente, como resul-
tado de la inoculacién con Rhizobium, ha sido descrito el aumento en el
contenido de nitrégeno de la parte aérea y peso seco (8 y 10) o mate-
ria verde cosechada (12).

En un posterior trabajo se describirdn los efectos de la inoculacién
de estos microorganismos sobre la produccién de frutos por plantas de
judia cultivadas por el sistema de “enarenado”; sin embargo, en el presente
se estudian los efectos de fertilizacién biolégica sobre la planta al iniciar-
se el periodo fisiolégico de floracién, asi como la influencia que pueda
tener la aplicacién de fertilizantes quimicos (N, P, K) sobre la accién
de los microorganismos.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos

Se utilizaron razas microbianas “locales”, es decir, aisladas en rizos-
feras de los propios cultivos enarenados. Estas razas fueron estudiadas y
seleccionadas por experiencias in vitro e invernadero (inoculando indivi-
dualmente cada raza), segiin se describe en un trabajo previo (2). De acuer-
do con dicho trabajo se utilizan en el presente los siguientes microorga-
nismos:
raza de Rhizobium 1.36, a la que se le asigna en estas experiencias la
sigla “R”;
razas de movilizadores de fésforo: Py, Agrobacterium sp., y Py, Asper-
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gillus niger. En estas experiencias se les asignan las siglas “P” y “H”,
respectivamente.

El cultivo de estos microorganismos y la preparacién de indculos se
realizé tal como se describié anteriormente (2).

Preparacion de macetas

Se utilizaron macetas de 2 1 de capacidad, aproximadamente, con la
siguiente disposicién de capas:
Suelo + vermiculita (a partes iguales, en volumen), 700 g
Estiércol (100 g) + suelo (300 g)

Vermiculita (unos gramos para proteger a las semillas del contacto direc-
to con el estiércol)

10 semillas germinadas (dejando posteriormente 4 plantas)
Arena, 100 g
Agua, 650 ml

El agua se adicion6 de acuerdo con el calculo previo de la humedad
equivalente de cada una de las capas. Las macetas tenian drenaje abierto,
por lo cual se colocé un disco de papel de filtro en el fondo para evitar
la caida de materiales. Se realiz6 el riego diario controlando por pesada,
a fin de evitar el drenaje y la pérdida consiguiente de nutrientes.

Los tratamientos ensayados, de acuerdo con las siglas asignadas a los
indculos microbianos, fueron los siguientes: T (testigo), R, P, H, RP, PH y
RPH. De cada uno de estos 8 tratamientos se prepararon 6 macetas. A 3 de
ellas (en cada tratamiento) se les adiciond, a los 2 dias de emerger la
plantula, 10 ml de una solucién acuosa de abono inorganico, que conte-
nia los siguientes nutrientes: N,, 0,48 g/1; P,Os, 0,56 g/1; K;O, 1,22 g/1;
oligoelementos, 0,06 g/1 (se trata, pues, de un abonado 12 : 14 : 28).
Este abonado inorgdnico (I) se repiti6 a los 10 dias de experiencia
(otros 10 ml de la misma solucién/maceta). De esta forma quedaron 3 re-
peticiones con los tratamientos antes expuestos y otras 3 con las siglas
siguientes: T+ I, R+ I, P+ I, H+1I RP+1, RH+1I, PH+1
v RPH + I.

Las plantas se cultivaron en invernadero, acondicionado de acuerdo
con las caracteristicas de la zona subtropical espaiiola donde se cultiva
por el sistema de “enarenado” (2 y 11). A los 50 dias de cultivo, fecha
en que se inicié la floracién en el tratamiento RP + I, se determiné el

3
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peso seco de la parte aérea de las plantas y el contenido en N y P en
dicha parte. Se siguieron los métodos analiticos de la Estacién Experi-
mental del Zaidin.

RESULTADOS

Los resultados se muestran en los cuadros 1-2. Las siglas empleadas
para exponer los distintos tratamientos son las citadas en el capitulo ante-
rior.

Cada resultado es la media de 3 valores, exponiéndose también la
significacién estadistica de los resultados mds interesantes.

Cuadro 1. Efectos de la inoculacion microbiana sobre el peso seco 'y con-
tenido en N y P de las plantas

Tratamiento Peso sgeco ™) Nitr()g%lo (**) Fésfor:) (**)
T 7,04 = 0,28 2,47 £ 0,18 0,24 = 0,02

R 7,15 £ 0,27 2,49 £ 0,19 0,24 + 0,03

P 7,35 £ 0,30 2,41 £ 0,17 0,26 + 0,02

H 8,45 = 0,30 2,44 = 0,18 0,24 = 0,02
RP 7,73 £ 0,20 2,70 £ 0,19 0,23 + 0,02
RH 7,71 £ 0,28 2,62 £ 0,18 0,24 + 0,03
PH 7,63 £ 0,29 2,48 £ 0,18 0,24 £ 0,02
RPH 7,78 £ 0,30 2,70 £ 0,21 0,23 = 0,02
T+4+1 7,59 £ 0,27 2,45 £ 0,17 0,24 £ 0,03
R+1 7,99 = 0,29 2,47 £ 0,17 0,24 = 0,01
P41 7.35 = 0,30 2,40 = 0,17 0,24 = 0,02
H+1 8,21 + 0,31 2,44 £ 0,18 0,25 = 0,03
RP + I 8,53 £ 0,32 2,52 £ 0,19 0,25 £ 0,03
RH+1 8,20 £ 0,29 2,53 £ 0,19 0,24 £+ 0,03
PH 41 8,35 + 0,32 2,53 £0,18 0,24 £ 0,03
RPH + 1 8,36 + 0,33 2,59 £ 0,19 0,24 £+ 0,03

(*) Materia seca correspondiente a la parte aérea de las plantas. (**) Datos de
analisis foliar.

Las diferencias entre cualquiera de los tratamientos H, H 4+-I, RP 4- I, RH 4 I
y RPH 41 y el testigo son significativas, en cuanto a peso seco al 1 %.

4
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Cuadro 2. Efectos de la inoculacion microbiana sobre la
absorcién total de N y P por las plantas

Tratamiento N t(;:;l * 'P«.,tol::agl ®
T 174,2 + 8,3 16,9 + 0,8

R 198,1 + 8,5 18,2 £ 0,7

P 180,0 + 8,4 19,3 £ 0,9

H 206,3 £ 9,1 20,3 £ 0,9
RP 2088 £ 9,3 18,0 £ 0,7
RH 195,5 + 8,6 18,8 £ 0,8
PH 189,5 + 8,3 18,6 £ 0,8
RPH 210,1 £9,4 18,1 £ 0,7
T+1 185,9 = 8,6 18,6 £ 0,7
R+1 1782 + 8,7 17,9 £ 0,7
P+1 197,8 + 8,9 19,0 £0,9
H4 1 200,8 £ 8,9 20,8 £ 0,9
RP + 1 215,5 £ 9.4 21,5 +0,9
RH + 1 207,9 £ 9,1 20,7 £0,9
PH + I 211,7 £ 9,4 20,3 £ 0,9
RPH + 1 217,1 £ 9,5 20,2 £ 0,9

(*) Total de elemento absorbido por las plantas crecidas en
cada maceta (parte aérea).

Significacién con respecto a T. N total: P, T4+ 1y R 41,
no significativo; R, RH, P+ 1 y RH, 5 %; restantes, 1 %.
P total: P, HL PH4+1y PHR+4+1, 5%; H+1 y RH +1,
1%; RP + 1, 0,1 %.

Significacion con respecto a T + I. N total: RP 4+ I y RPH
+ 1, 5%. P total: RP+1, 1 %.

DISCUSION

En el cuadro 1 se observa como en esta experiencia, con desarrollo
vegetal prolongado hasta un periodo avanzado (floraci6n), los porcentajes
de fosforo y nitrogeno se equilibran considerablemente en los distintos
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tratamientos. Por ello, para destacar un tratamiento hay que recurrir al
peso seco de cosecha obtenida (quiza reflejo de un mecanismo de produc-
cién microbiana de fitohormonas) y mas fundamentalmente, al total de
nitrégeno o fésforo absorbido por las plantas (cuadro 2).

En general, se aprecia que el abonado inorgénico inicial favorece la
absorcién de nitrogeno y fésforo (cuadro 2) por las plantas (16gico); sin
embargo, también parece estimular la accién de los microorganismos
inoculados. Esto puede comprobarse si se comparan los tratamientos con
abonado inorgénico en relacién con su testigo (tratamiento T + I).

Sin embargo, existe una excepcién importante a este respecto: la
adicién de abono inorgdnico a las plantas inoculadas con Rhizobium dis-
minuye la fijacién de nitrégeno. Cuando el Rhizobium se inocula junto
a otro microorganismo, no se aprecia tal descenso en la fijacién de nitré-
geno. La razén de esta circunstancia se puede buscar en la opinién expre-
sada por diversos autores (7, 9 y 13-14), segin los cuales el nitrégeno
combinado perjudica la accién del Rhizobium por varios mecanismos. El
hecho de que inoculando Rhizobium con otro microorganismo no sea afec-
tado por la adicién de abono inorganico, puede deberse a que el indculo
acompafiante utiliza el nitrégeno combinado y el Rhizobium realiza nor-
malmente su actividad biol6gica.

En cuanto a los efectos de la inoculacién conjunta, merece destacarse
la interesante asociacién de Rhizobium con el movilizador de fésforo,
raza P,; (tratamiento R + P). La accién del movilizador de fésforo Py (H)
parece también favorecer. Una vez mas, se puede hablar de los benefi-
ciosos efectos de las interacciones entre microorganismos fijadores de nitré-
geno y movilizadores de fésforo. Sin entrar en aspectos relacionados con
los equilibrios de nutrientes dentro de la planta, si que se puede hablar
de una potencializacién de efectos, en virtud de la interaccién fésforo-
nitrégeno, a nivel de disponibilidad de elemento en el suelo, cosa en la
que puede intervenir la actividad microbiana, ya que, de acuerdo con
Cope y Hunter (3), la movilizacién de fésforo en los suelos puede favo-
recer la disponibilidad de nitrégeno en varios aspectos:

1) El fésforo favorece la mineralizacién de nitrégeno organico. Cope
y Hunter atribuyen esta accién a la estimulacién de los microorganismos
responsables de la degradacién de la materia orgénica.

2) El fésforo, que puede provenir de la movilizacién microbiana,
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estimula a las bacterias nitrificantes y favorece el desarrollo y funcién de
los Rhizobium. Asi opinan varios autores (4-5).

3) El fésforo liberado da lugar a la formacion de fosfato aménico,
por lo que se evitan pérdidas de nitrégeno.

De igual forma, los mismos Cope y Hunter (3) apuntan que el nitré-
geno soluble (que puede provenir de la fijacién microbiana) favorece la
movilizacién de fésforo en los suelos. Por otra parte, una planta bien
nutrida en nitrégeno, caso muy légico en la inoculacion del Rhizobium,
incrementa su capacidad para captar fésforo, ya aumentando la superfi-
cie de la rafz, ya mejorando la absorcién.

RESUMEN

Se estudian, por experiencia en invernadero, los efectos de la inocula-
cién de dos razas de microorganismos movilizadores de fosfatos y una
raza de Rhizobium sobre el crecimiento de plantas de judia cultivadas por
el sistema de “enarenado”. Los microorganismos fueron seleccionados por
su gran actividad fertilizante en un trabajo realizado anteriormente. Tam-
bién se estudia la accién de los fertilizantes minerales sobre la actividad
microbiana.

A los 50 dias de crecimiento se determind la materia seca de la parte
aérea de las plantas y se analiz6 el contenido en N y P. Aunque se obtuvie-
ron, en general, buenos resultados en la aplicacion conjunta de los ferti-
lizantes minerales y microbianos, el nitrégeno combinado afectaba nega-
tivamente a la actividad del Rhizobium (como inéculo). El mejor trata-
miento fue la aplicacion simultdnea de Rhizobium y el movilizador de {4s-
foro Agrobacterium sp (raza Py) y fertilizantes minerales (N, P, K).

SUMMARY

Inoculation of movilizing-phosphates microorganisms and Rhizobium in
sand-organic matter cultures (“enarenados”) of Phaseolus vulgaris.
I. Effects on shoots at flowering

The effects of the inoculation of 2 movilizing-phosphates microorga-
nims and 1 Rhizobium sp. on french bean cultivated in sand organic

7
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matter cultures was studied in pot experiments. The microbial strains
were previously selected among several others. The action of mineral
fertilizers on microbial activity was also tested.

After 50 days growing in greenhouse, the aereal part of the plants
was analysed for N and P and the dry matter harvested.

Good results were obtained when microbial fertilizers were applied
together with mineral ones, but combined nitrogen decreased rizobial
activity when this bacterium was inoculated alone.

The best treatment was the simultaneous application of Rhizobium,
and Agrobacterium sp (a phosphate movilizers) and mineral fertilizers.
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AISLAMIENTO DE UN VIBRIO HALOFILO
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ALEJADAS DEL MAR
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I. INTRODUCCION

En el momento actual no parece existir una definicién universalmen-
te aceptada del género Vibrio, quizds debido tanto a la gran heterogenei-
dad de las especies que en €l se incluyen (17) como al desconocimiento
de los caracteres taxondmicos que hagan posible tal definicion.

Pese a la publicacion de trabajos mds recientes que se ocupan de este
problema (1, 3 y 5-7) la OMS adopta, por el momento (31), los criterios
emanados del Subcomité Internacional de Taxonomia de los Vibrio (13),
modificados en el afio 1967 (32).

Ahora bien, dentro ya de lo que seglin estas normas se entiende por
género Vibrio, se admiten, como es 16gico, diferentes especies, las cuales,
sin embargo, se reducen en la practica a dos fundamentales en lo que se
refiere a enteropatogenicidad humana. La especie Vibrio cholerae incluye
ademads del vibrién colérico clasico, el biotipo El Tor y el abigarrado gru-
po de los denominados vibriones no aglutinables (NAG), no coléricos
(NCV) y vibriones del agua (9). Por su parte, la especie V. parahaemolyti-
cus, aislada por vez primera en el Japén (15), estd siendo detectada y es-
tudiada en numerosos paises y circunstancias (2, 14, 21, 23, 26-27, 29,

Microbiol. Espaii., 26 (1973), 41. 1
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33 y 36-40), quedando fuera de duda su papel etiopatogénico en brotes
de toxiinfeccién alimentaria (4, 10 y 22). Dentro de esta especie quedan
comprendidos otros Vibrio de clasificaciéon alin no precisa, cuya signifi-
caciéon epidemioldgica estd por decidir. Se trata de V. alginolyticus de
Sakazaki (28) y otros afines al V. anguillarum (30).

Se acepta que las diferencias entre Vibrio cholerae y El Tor no son
esenciales, asi como tampoco las existentes entre ambos Vibrio y los NAG,
salvo en la falta de aglutinacién de éstos frente al antisuero O grupo I.
Esta ausencia de poder aglutinante es compartida por todo el grupo de
V. parahaemolyticus, pero éste, a su vez, se diferencia de los NAG fun-
damentalmente en su mayor tolerancia al CINa, posiblemente en corres-
pondencia con su habitat normal, marino o estrechamente relacionado con
el mar.

El presente trabajo pretende sefialar la existencia de un representante
del género Vibrio en aguas residuales de zonas no marinas, cuya posicién
taxondémica podria ser intermedia entre los grupos arriba citados y cuya
proximidad al hombre puede hacer que se le considere en directa conexién
con éste.

II. MATERIAL Y METODOS

Se hicieron tomas de aguas residuales de diferentes zonas de Navarra,
en frascos estériles. 6-8 h después, como maximo, se pasaron 900 ml a
matraces con 100 ml de agua de peptona alcalina (APA), a pH 8,6, a
concentracién 10 veces superior a la normal y se incubd a 37 °C, du-
rante 16-18 h. A partir de este primer caldo se pasé 1 ml sobre 9 ml de
APA, ya a concentracién normal, incubando solamente 6 h y finalmente,
a partir de éste, se inoculé por agotamiento una placa de agar nutritivo
alcalino (ANA), con 3 % de CINa, a pH 7,6. Las colonias bien aisladas
y que eran positivas a la prueba de la oxidasa, segin Kovacs (20), fueron
elegidas cuidadosamente como objeto exclusivo de posteriores pruebas.

Estas se realizaron segiin técnicas que se describen a continuacién,
empleando en general medios deshidratados del comercio (Difco, BBL,
Oxoid, etc.). Las incubaciones, salvo cuando expresamente se indica otra
cosa, fueron siempre a 37 °C durante 18-24 h.

Morfologia, Gram y movilidad. Las preparaciones se hicieron a partir
de cultivos jévenes en agua de peptona con 2 % de sal.

2
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Flagelos. Su disposicién fue observada habitualmente por tincién (25)
y en algunos casos por microscopia electrénica.

Utilizacion de la glucosa. Se us6 el medio de Hugh y Leifson (16).

Pigmentacion y fluorescencia. Medios A y B de King (18), agar nu-
tritivo, etc.

Tolerancia a la sal comiin. Se anoté la aparicién de turbidez a las 24
y 48 h de cultivo en agua de peptona con 0, 2, 5, 7 y 10 % de CINa,
y en agua de triptona con 0 y 7,5 % de la misma sal.

Catalasa. Técnica del portaobjetos con H,0, al 3 % (8).

Nitratasa. Sobre caldo de nitrato al 0,1 %, después de S dias de in-
cubacién (8).

Lipasa. Se emple6 el agar tween 80 (34).

Ureasa. Produccién en medio de Christensen (11).

Gelatinasa. Tubos de gelatina nutritiva con 3 % de CINa fueron inocu-
lados por picadura e incubados a temperatura ambiente durante 14 dias.

Descarboxilasas. Se utilizé el método de Moeller (24), afiadiendo al
medio base 3 % de CINa.

Rojo de Metilo y Voges-Proskauer. Los cultivos en caldo-glucosa-fos-
fato con 3 % de CINa se mantuvieron 2 dias antes de realizar las prue-
bas de acidificacién y produccién de acetoina.

Indol. Con reactivo de Kovacs sobre agua de triptona con 7,5 % de
sal, después de 1-5 dias de incubacién. Como confirmacién se empled tira
de papel de filtro impregnada en 4cido oxdlico.

Citrato. Medio de Koser (19).

SH,. Junto con otras propiedades, se determin$ sobre agar-hierro de
Kligler (KTA), a las 48 h de incubacién como maximo.

Fenilalanina-desaminasa. Sobre crecimiento en tubo inclinado de agar
de fenilalanina (8).

Malonato. Crecimiento en caldo-malonato (Difco).

Utilizacion de glicidos. Todos ellos fueron probados al 1 % (p/v) en
medio liquido con azul de bromotimol como indicador. Excepciones fue-
ron: glucosa, que se ensayb en medio de Hugh y Leifson y en KIA (que
sirvié simultdneamente para lactosa) y manitol, para el cual se utiliz6, sim-
plemente por razones pricticas del laboratorio, €l medio semis6lido ma-
nitol-movilidad. :

Sensibilidad a antibicticos. Se empled el método de difusién en agar
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Cuadro 1. Caracteristicas de Vibrio ibericus

Prueba Resultado Prueba Resultado Prueba Resultado
Bacilo recto + 10 % + Fermentaciéon de glucosa +
Existencia de formas curvadas + Crecimiento en medio de Clark y Produccién de gas a partir de glucosa —
Tendencia al pleomorfismo -+ Lubs: Acidez de:
Gram-Pegatlvo + sin CINa . adonitol N
Aspc{rf)geno + con 3 % de CINa + arabinosa —
Mov‘hd,ad + Requerimiento de agua de mar — celobiosa +)
lll\\d;r;ztil;co polar :*I: Crecimiento a pH 8,6 + dulcitol —
Anaerobio facultativo + g:;::;ento en agar TCBS ::: 'fruc_trsla +)
Produccién de pigmento — Catalasa + ;notm o :
Produccién de fluoresceina — Ureasa o a:xl(t)sa
Invasién de la superficie del agar + Nitratasa N Eanic::l‘ +_"_—'
Crecimiento a: Rojo de metilo (—) (%) manosa +
4°C — Voges-Proskauer + rafinosa _
14 oC — Indol (+) ramnosa —
20 °C + Utilizacién de citrato + sacarosa +
37 °C + Gelatinasa + salicina —
41 °C + Lipasa + sorbitol —
Crecimiento en agua de peptona: Lisina-descarboxilasa +  xilosa _
sin CINa — Ornitina-descarboxilasa + Hidrlisis de esculina _
con ClINa: Arginina-dihidrolasa — o
0,5 % + Fenilalanina-desaminasa + Sensibilidad a:
2% + Sulfuro de hidrégeno en KIA — penicilina 10 U. +,—
5% + Utilizacién de malonato — novobiocina 5 y —_
7% + Acidez de glucosa + polimixina B 50 U. —

(*) Los signos entre paréntesis indican reaccién lenta y/o débil.



Figura 1. Vibrio
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en medio de Mueller-Hinton, siguiendo las recomendaciones de Ericsson
y Sherris (12).

Aglutinacion. A partir del crecimiento en KIA, se utilizé la técnica
del portaobjeto con suero anti-0, subgrupo I, polivalente (Difco).

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Segiin el procedimiento analitico que se ha descrito, las aguas residua-
les objeto del presente estudio mostraron sin excepcién practicamente, un
buen desarrollo en cultivo aerobio de 6 h, a 37 °C, en agua de peptona,
a pH 8,6; y en agar nutritivo alcalino, a pH 7,6, después de 24 h. Con re-
lativa frecuencia se encontraron en este medio colonias de bacilos gram-
negativos y oxidasa-positivos, que por estas razones pasaron a ser estu-
diados con maés detenimiento.

De esta manera se detectaron e identificaron representantes de los
géneros Pseudomonas, Plesiomonas, Aeromonas, etc., y en un alto por-
centaje se destaco la presencia de un microorganismo cuyas principales
caracteristicas aparecen resumidas en el cuadro 1. Aparte de otras pro-
piedades no estudiadas, y que pudieran ser de interés, es de advertir la
ausencia de una que diversos autores (1 y 5) consideran de gran valor
taxondmico: la sensibilidad al agente vibriostitico 0/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropil pteridina). La dificultad de su adquisicién hace imposible de
momento su inclusién entre las propiedades del microorganismo estudiado.

Se trata de un bacilo gram-negativo, recto, pero con frecuentes for-
mas incurvadas tipicas y tendencia al pleomorfismo, de movilidad cente-
lleante mediante un tnico flagelo polar (figura 1), que ataca la glucosa en
y sin presencia de aire, no produciendo gas.

Crece muy abundantemente a 37 °C y no produce ninguna clase de
pigmentos o fluorescencia. Forma catalasa, nitratasa, oxidasa, gelatinasa,
descarboxilasas de lisina y ornitina y es negativa para ureasa y arginina-
dihidrolasa. Utiliza y da 4cido a partir de manitol, pero no de inositol.
La produccién de indol a partir de triptéfano es positiva, lenta y a veces,
ademds, débil. El conjunto de todas estas caracteristicas permite encua-
drar el microorganismo problema en el género Vibrio (31), diferencidndo-
lo suficientemente de los otros géneros ya citados de bacilos gram-nega-
tivos oxidasa-positivos.

Miés complejo resulta distinguir dentro del género Vibrio entre las di-
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ferentes especies admitidas como tales. Reduciendo el amplio campo a
nuestros limites practicos, son dos los grandes grupos de vibriones rela-
cionados con el hombre y de enteropatogenicidad reconocida o al menos
en litigio y que, por tanto, pudieran encontrarse con mayor O menor pro-
babilidad en aguas residuales.

En el primero de ellos, grupo del Vibrio cholerae, se encuentra una
clara diferenciacién entre los que poseen antigenos 0-1 y aglutinan, por
tanto, con el suero polivalente homélogo y los que no poseen este grupo
de antigenos somadticos. El vibrion que hemos estudiado no es capaz de
reaccionar con dicho suero ni siquiera después de sometido a 100 °C
durante 2 h. Fundamentalmente, esto descarta la posibilidad de que se
trate de V. cholerae clasico o del biotipo El Tor, junto con algunas otras
caracteristicas que aparecen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Principales caracteristicas diferenciadoras entre especies de
Vibrio segiin Colwell y V. ibericus

V. cholerae Vr'ngl‘;rrt??;:- V'ly‘gf:";o' V. ibericus
Requerimiento de agua de mar — + — —
Crecimiento en agua de peptona:
sin CINa +) ) + —

con 7% de CINa + + + +

con 10 % de CINa — + + +
Crecimiento a 4°-7°C — — + —
Voges-Proskauer =+ —) — +
Fenilalanina-desaminasa — — -+ +
Oxidasa + + — +
Lisina-descarboxilasa + + — +
Ornitina-descarboxilasa + +) — +
Acidez de:

arabinosa — ) — —

manosa +) + — +

sacarosa +) () + +

manitol + + — +

salicina — (—) + —

xilosa — — + —
Hidrélisis de esculina — +) + —
Invasién de la superficie del agar — — +

(*) Los signos entre paréntesis indican porcentajes inferiores al 100 %,
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Menos diferencias se encuentran ain con los vibriones no aglutinables
de este mismo grupo. Pero es principalmente su requirimiento de sal (al
menos 0,5 % en caldo peptona-dextrosa-fosfato) y la tolerancia de ella
(hasta 10 % de CINa en agua de peptona) lo que no permite su introduc-
cién en este abigarrado grupo de vibriones no coléricos, no aglutinables,
pero no haldfilos, cuya patogenicidad se va reconociendo cada dia mas.

Es indudable que este requerimiento, moderado, pero estricto, del clo-
ruro sddico relaciona mas a este microorganismo no aglutinable con el
segundo grupo, cuya especie tipo es Vibrio parahaemolyticus y cuya ta-
xonomia dista mucho de ser completa.

Sakazaki (29 y 33) describe la especie Vibrio parahaemolyticus, pro-
pone la denominacién de V. alginolyticus para su biotipo 2 (28) y cifra
la separacién entre éstos y los microorganismos semejantes al V. anguilla-
rum (30) en propiedades muy escasas y no de gran relieve (cuadro 3).

En la prictica, la fermentacion positiva de sacarosa que presenta el
Vibrio alginolyticus es la circunstancia de mas valor diagndstico, seguida
de la produccién de acetoina y la tolerancia del 10 % de CINa. Este es
el criterio que mantiene la OMS (31) y el que comparten la mayoria de
los otros autores (35-37 y 39). No obstante, Colwell, muy recientemen-
te (7), ha realizado un estudio en el que se comprobaron 200 caracteris-
ticas sobre 86 cultivos de vibriones y especies afines. Esta autora, sorpren-
dentemente, describe el V. alginolyticus como una especie que no pre-
senta demasiada relacién con V. parahaemolyticus ni con lo que se ha
venido aceptando como V. alginolyticus y ni siquiera con lo que se acepta
como definicién del género Vibrio (cuadro 2). La ausencia de oxidasa y
de lisina-descarboxilasa, por ejemplo, asi como la no fermentacién de
manitol, son criterios dificilmente superables para seguir denominando
V. alginolyticus a tales microorganismos, al menos a la luz de lo mas uni-
versalmente aceptado hasta el momento, y desde luego de lo que describe
el propio Sakazaki (28).

De acuerdo con todo lo expuesto, la bacteria aislada de aguas residua-
les se asemeja extraordinariamente al Vibrio alginolyticus de Sakazaki,
excepto en la produccién de fenilalanina-desaminasa, reaccion mas débil
y tardia para indol y citrato, mientras el rojo de metilo se hace negativo
sélo después de 4 dias de incubacién a 37 °C (cuadro 2).

Se diferencia del Vibrio parahaemolyticus del mismo autor, principal-
mente porque acidifica sacarosa, crece bien en 10 % de CINa, produce

9
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acetoina e invade la superficie de placas de agar nutritivo alcalino con
3 % de CINa (cuadro 3).

Cuadro 3. Principales caracteristicas diferenciadoras entre especies haldfilas
de Vibrio, segin Sakazaki y V. ibericus

v Ve | i V.
pordice. | anguile- | altne. | ipois
Crecimiento en agua de peptona con + — -+ +
7 % de CINa
Crecimiento en agua de peptona con —_ — -+ +
10 % de CINa
Produccién de indol + + + + ()
Rojo de metilo + + — —(*)
Voges-Proskauer — —_ + +
Acidez de arabinosa (+) (**) — ) —
Acidez de sacarosa — - + 4
Fenilalanina-desaminasa —_ —_ —_ +
Invasién de la superficie del agar _ —_ + +

(*) Tanto el resultado positivo para la prueba de indol como el negativo para
rojo de metilo, fueron obtenidos con garantia absoluta, sélo después de 3-4 dias
de incubacién,

(**) Los signos entre paréntesis indican porcentajes inferiores al 100 %.

Para admitir sin restriccién alguna la identidad entre Vibrio alginoly-
ticus y este bacilo aislado de aguas residuales, resta, sin embargo, explicar
la presencia de este vibrion haléfilo en zonas interiores, a 200 km de la
costa maritima mas cercana.

La frecuencia de aparicién y su amplia distribucién en el tiempo y
en el espacio no permiten pensar en el caso, siempre posible y préctica-
mente inexplicable, de una contaminacién accidental. Méas bien habri que
admitir su adaptacion a ambientes que, tedricamente y segin nuestros co-
nocimientos actuales, no le corresponden.

En tanto no quede suficientemente aclarada su identidad y con el ex-
clusivo fin de facilitar la expresion lingiiistica proponemos llamar Vibrio
ibericus a este microorganismo objeto de nuestro estudio, y asi aparece
citado en los cuadros y figura adjuntos. Esta denominacién simplemente

10
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geografica y provisional no presupone en ningin momento la creencia
del hallazgo de una nueva especie del género Vibrio. En el momento
actual se prosigue el estudio del llamado V. ibericus con el fin de conocer
con la mayor precisién posible su distribucién e identidad.

RESUMEN

Se sefiala la presencia de un Vibrio haldfilo en diferentes aguas resi-
duales, cuya posicion taxonémica es muy préxima al biotipo 2 de Vibrio
parahaemolyticus, equivalente al V. alginolyticus propuesto por Sakazaki.
El habitat de esta bacteria haldfila resulta totalmente insdlito, segin lo
descrito hasta el momento para V. alginolyticus, y algunas pocas carac-
teristicas bioquimicas también son diferentes. Se propone provisionalmen-
te el nombre de V. ibericus, basado exclusivamente en razones geograficas
y de comodidad, en tanto no se consiga conocer la identidad exacta de
este Vibrio.

SUMMARY

Isolation of an halophilic Vibrio from sewage waters proceeding of far-
away sea areas

The presence of an halophilic Vibrio in different sewage waters is
shown. Its taxonomic position is very near to biotype 2 of Vibrio para-
haemolyticus (V. alginolyticus after Sakazaki). Only the habitat of this
halophilic bacteria is quite unusual as far it is known, and very few
biochemical characteristics are different also. The provisional denomina-
tion of V. ibericus is proposed by both geographical and convenience
reasons, until the complete identification of this Vibrio has been achieved.
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INMUNOLOGIA MEDICA, por J. H. Humphrey y R. G. White. 1972.
2.2 edicion. Ediciones Toray, S. A., Barcelona. XII + 797 péginas
y numerosas fotografias y microfotografias.

Este libro es la traduccién al castellano de la 3.2 edicién de la obra
inglesa “Immunology for Students of Medicine”.

La Inmunologia ha pasado de ser una rama auxiliar de la Microbio-
logia a constituir una ciencia basica, fundamental en numerosos capitulos
de la Patologia. En Medicina abarca campos tan importantes como la
alergia, enfermedades autoinmunitarias, tumores, trasplantes, enfermeda-
des infecciosas, parasitarias, etc.

Esta obra que comentamos es fiel reflejo de su titulo y abarca las di-
ferentes ramas del mismo. Dividida en 16 capitulos, comienza con un
amplio e interesante desarrollo histdrico de la Inmunologia.

Si bien toda la obra es extraordinariamente didactica, cabe destacar el
capitulo IV dedicado a inmunoglobulinas y el capitulo V: El complemen-
to y otros factores auxiliares; asi como los dedicados a hipersensibilidad.

La exposicién es muy clara y la traduccién (del Dr. Capdevila Ar-
mengol) muy buena.

La edicion, asimismo, es buena. En resumen, es un libro basico, pues-
to al dia, no sélo para estudiantes de Medicina, como indica su edicién
inglesa, sino para el médico en general, por lo que nos parece mejor el
titulo de la version espaiiola.

F. RUIZ FALCO

Microbiol. Espafi., 26 (1973), 57. 1
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